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論文内容要旨
匿緒言翼
 骨髄系造血幹細胞は分化成熟に伴い接着因子等種々の細胞表面抗原を発現し,貧食能,活性酸
 素産生による殺菌能あるいは遊走能を獲得する。ヒト急性前骨髄性白血病(APL)細胞株であ
 るHL-60或はAPL患者細胞は,活性型ビタミンAであるレチノール酸(Retinoicacid,RA)
 及びある種のサイトカイン等生理的物質により形態学的,機能的或は表面抗原発現においても成
 熟細胞に分化誘導され,近年ではAPLに対してRAによる分化誘導療法が確立されつつある。
 しかしRA療法中の白血球増多症等の合併症あるいは感受性の喪失等の問題が報告され,APL
 に対するRA療法は解決されるべき問題を残している。一方,骨髄顆粒球系或は単球系幹細胞の
 分化と増殖を調節するサイトカインであるGranulocyte-colonystimulatingfactor(G-CSF),
 或はGranulocyte-macrophagecolonystimula七ingfactor(GM-CSF)は,骨髄性白血病細
 胞の分化と増殖にも作用しうる事が知られ,近年成熟好中球誘導を目的に臨床応用され,極めて
 有用なサイトカインである。この様な状況下で,G-CSFやGM-CSFとRAとの組み合わせによっ
 て細胞増殖作用と成熟分化作用を調節する事により,白血病の分化誘導療法への応用の可能性が
 模索され始めている。
細的慧
 APL患者白血病細胞の分化と増殖に対するRAとG-CSF或はGM-CSFの作用を,形態学的
 変化,スーパーオキサイド産生能と遊走能の獲得,表面抗原の変化及び増殖に対する影響を解析
 することで検討する。
 監材料と方法還
 (1)細胞と培養:細胞はHL-60とAPL患者3症例(FAB分類M3,全例染色体異常15:17
 転座を認める。)の治療前骨髄より分離した細胞(白血病細胞>90%)を用いた。様々な濃度の
 RA,G-CSF或はGM-CSFの存在下で3～6日間培養した後,実験と解析に用いた。(2)形態
 学的評価:細胞のサイトスピン標本をWright-Giemsa染色した後,光学顕微鏡で観察し,形態
 学的変化を検討した。(3)機能的成熟の発現:(a)スーパーオキサイド産生能:TPA刺激NBT
 還元能で検討した。(b)遊走能;48wenのmicrochemotaxischamberとpolyvinylpyrrolidon-
 freepolycarbonatefilterを用いてFalkらの方法に準じて測定した。走化性因子としてFMLP
 とC5aを用いた。(4)細胞表面抗原発現の変化:BectonDickinson社のFACScanを用いて,
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 CDlla,CDllb,CD33,CD34,CD13,CD14の単クローン抗体を用いた。(5)細胞増殖:細胞
 をRA,G-CSF或はGM-CSFを含む培地に浮遊し,3～6日間培養後生細胞数を計測後3H一サ
 イミジンを加え細胞に取り込まれた3H一サイミジンを計測し,細胞増殖の程度を検討した。
 鼠結果及び考察颯
 (1)G-CSF或はGM-CSF単独のAPLに対する作用は増殖刺激優位であり,形態・NBT還元
 能或は遊走能に成熟を誘導しなかった。しかし,G-CSF単独刺激でCDlla/CDllb発現の陽性
 化の変化が誘導され,その程度は症例毎に差がみられた。(2)RAとの組み合わせでG-CSF或
 はGM-CSFは,極めて有効にAPL細胞の形態・機能における成熟を誘導し,RAの分化誘導作
 用を増強した。特に,RAとG-CSFの組み合わせにおいて分化誘導作用は顕著であり,形態や
 NBT還元能の著明な増強のみならず遊走能の増強が認められた。しかしFMLPには働くが,
 C5aには不応であり,不完全な機能であった。一方RAとGM-CSFの組み合わせでは,NBT還
 元能の増強がみられたが,形態学的には単球様,好酸球様或は好塩基球様の変化であり,G-CSF
 の場合と異なり遊走能の発現は見られなかった。(3)RAとG-CSFの組み合わせにおいて,
 G-CSFのAPL細胞増殖作用は抑制され,その作用はG-CSF単独の増殖刺激優位とは対照的に
 成熟促進優位であった。一方G-CSFと異なりGM-CSFはRAとの組み合わせにおいても白血病
 細胞増殖の抑制作用は認められなかった。
 G-CSF或はGM-CSFの骨髄性白血病細胞に及ぼす影響は多様であり,増殖あるいは分化の作
 用は受容体発現など細胞側の調節機構により決定されると考えられるが,その詳細は不明である。
 本研究では,RAとG-CSFの刺激によりAPL細胞が遊走能を獲得し得ることを初めて示した。
 遊走能は,走化因子の認識,付着,さらに細胞の変形と移動等が必要な総合的機能であり,その
 獲得はより高い成熟度を示していると考えられる。また今回の研究で遊走能の発現とCDllbの
 発現の関係が示唆された。しかし今回示された遊走能は不完全な機能であり,症例間でも差が認
 められ,APL全般におけるRAとG-CSFの作用も多様である事が示唆される。臨床応用につい
 ては投与量或は投与時期など更に検討が必要であるが,G-CSFに関してはAPL等の白血病に対
 するRAとG-CSFの併用による分化誘導療法の可能性を十分に示唆するものと考えられる。一
 方GM-CSFについては,RAとの併用においても分化成熟効果は不十分である事から臨床応用
 については更に検討が必要である。
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 審査結果の要旨
 骨髄系造血幹細胞は分化成熟に伴い接着因子等種々の細胞表面抗原を発現し,貧食能,活性酸
 素産生による殺菌能あるいは遊走能を獲得する。ヒト急性前骨髄性白血病(APL)細胞株であ
 るHL-60あるいはAPL患者細胞は,活性型ビタミンAであるレチノール酸(RA)及びある種
 のサイトカイン等生理的物質により成熟細胞に分化誘導され,近年ではAPLに対してRAによ
 る分化誘導療法が確立されっっある。本研究は,APL患者白血病細胞の分化と増殖に対するRA
 とG-CSF或はGM-CSFの作用を,形態学的変化,スーパーオキサイド産生能の獲得,表面抗原
 の変化及び増殖に対する影響をinvitroで検討したものである。
 細胞はHL-60とAPL患者3症例の治療前骨髄より分離した細胞(白血病細胞>90%)を用い,
 様々な濃度のRA,G-CSF或はGM-CSFの存在下で3～6日培養した後,形態学的変化,機能
 的成熟の発現としてスーパーオキサイド産生能,遊走能の測定,さらに細胞表面抗原発現の変化,
 細胞増殖の程度の観察を行った。
 G-CSF或はGM-CSF単独のAPI。に対する作用は増殖刺激優位であり,形態・NBT還元能或
 は遊走能に成熟を誘導しなかった。RAとの組合せでG-CSF或はGM-CSFは極めて有効にPAL
 細胞の形態・機能における成熟を誘導し,RAの分化誘導作用を増強した。特にRAとG-CSF
 の組合わせに於て分化誘導作用は顕著であり,形態やNBT還元能の著明な増強のみならず遊走
 能の増強が認められた。一方RAとGM-CSFの組合わせでは,NBT還元能の増強がみられたが,
 形態学的には単球様,好酸球様或は好塩基球様の変化であり,G-CSFの場合と異なり遊走能の
 発現は見られなかった。RAとG-CSFの組合わせにおいて,G-CSFのAPL細胞増殖作用は抑制
 され,その作用はG-CSF単独の増殖刺激優位とは対照的に成熟促進優位であった。一方G-CSF
 と異なり,GM-CSFはRAとの組合わせに於ても白血病細胞増殖の抑制作用は認められなかっ
 た。本研究において,RAとG-CSFの刺激によりAPL細胞が遊走能を獲得し得ることを初めて
 示した。臨床応用については投与量或は投与時期など更に検討が必要であるが,G-CSFに関し
 てはAPL等の白血病に対するRAとG-CSFの併用による分化誘導療法の可能性を示唆するもの
 と考えられた。
 以上の研究成果は,急性前骨髄性白血病に対するRAとG-CSF或はGM-CSFの併用療法によ
 る分化誘導作用に新しい知見を得たものであり,医学博士の授与に価するものと評価された。
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